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RESUMO

OBJETIVO: Andisar a presenca de sinais morfoldgicos indicativos de restabelecimento da
funcdo ovariana em hemi-ovérios autotransplantados em retroperitbnio de ratos Wistar.
METODOS: Utilizou-se 48 animais, previamente ooforectomizados bilateralmente.
Distribuidos em 6 subgrupos, de acordo com o tempo pés-operatério no qual foram
submetidos a retirada das pecas a serem histologicamente analisadas, sendo em seguida
submetidos a sacrificio. As pecas foram fixadas em formol a 10 % por 24 horas, a4° C, sendo
entdo incluidas em parafina. Foram obtidos de cada peca 5 cortes semi-seriados de 10
micrémetros de espessura, no sentido transversal do ovério.

RESULTADOS: Os parametros morfométricos analisados foram a presenca ou auséncia de
foliculos ovarianos, neoformacdo vascular, corpos lUteos e tecido de granulagcdo. Os
resultados das analises demonstraram presenca de foliculos ovarianos em véarios estégios de
desenvolvimento, corpos IUteos e neoformacdo vascular em todos 0s grupos analisados.
Demonstraram também presenca de tecido de granulagdo (infiltrado inflamatorio),
predominando nos grupos experimentais com menor tempo de pés-operatoério.
CONCLUSAO: Foi possivel concluir entdo que os ovérios implantados apresentavam
caracteristicas morfologicas de ovéarios viave's, indicando que a implantacdo permitiu a
manutencdo dos mesmos o retroperiténio das ratas.

Descritores: Ovario. Histologia. Transplante autdlogo. Ratos.

ABSTRACT

PURPOSE: To observe the indicative morphological signs of restorable ovarian function in
retroperitoneal half-ovaries transplant autologous in Wistar rats.

METHODS: 48 bilaterally oophorectomized female Wistar rats were used. Distributed by 6
groups, according to pos-operative timing, which was done after total removal, from the
selftransplanted anatomical region (ovary and psoas muscle) The total ovaries were fixed in
formalin during 24 hours, in £ Celsius. The morphometric parameters useed in this work
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were the presence or absence of ovarian follicles, neovascularization, corpus luteum and
granulation tissue.

RESULTS: The results showed presence of ovarian follicles, corpus luteum and
neovascularization in al groups. Observation of granulation tissue were more intense
visualized in the early groups.

CONCLUSION: The sdlftransplanted ovaries showed morphological signs of restorable of
the ovarian function. Findings suggest that the implantation may allowed a higher survive of
them in the retroperitoneum.

Key words: Ovary. Histology. Transplantation, Autologous. Rats.

I ntroducéo

A sindrome climatérica é considerada prematura, quando ocorre antes da 5.2 década de vida.
Apresenta incidéncia entre 3 e 5% e caracterizase por amenorréia secundaria
hipergonadotréfica ‘, atribuida a mltiplos fatores como desordens genéticas auto-imunes,
destruicdo das células germinativas por infecgdo viral, drogas, toxicos ou radiacdo ionizante,
disfuncéo hipotal&mico/hipofisaria, disgenesia gonadal, quimioterapia e ablagdo ovariana por
ooforectomia 8 .

A ablagdo cirargica do ovério é realizada em um nimero significativo de mulheres em idade
reprodutiva, acometidas por doencgas que devem ser tratadas por tal procedimento, como as
neoplasias ovarianas, benignas ou malignas, disgenesia gonadal, endometriose e abscesso
tubo-ovariano que ndo responde a antibioticoterapia. Esta ablacdo ocorre geralmente como
gg(r)lltlodo, sem que permanega no local qualquer segmento glandular que se mostre funcionante
O hipoestrogenismo decorrente destas situagdes manifesta-se clinicamente como distarbio
vasomotor representado por fogachos (calordo), alteractes tréficas da pele e mucosa genital,
com ateragcdo da pilificacdo vulvar e diminuicdo do volume dos grandes |&bios, diminuicdo
da espessura do epitélio vaginal e da sua lubrificagdo natural, ateracOes psicoldgicas,
modificacgo do perfil lipidico com aumento dos niveis de LDL e triglicerideos e diminuicdo
dos niveis de HDL, aém de aumento da velocidade de perda de massa Ossea. Como
tratamento, preconiza-se a terapia de reposicao hormonal (TRH) 3467,

Na TRH, o estrogénio pode ser reposto pelas vias transdérmica, oral, intravaginal, subcuténea
ou intramuscular. A op¢do da via de administracdo a ser utilizada é realizada de acordo com o
perfil clinico da paciente. A reposicao visa aiviar 0s sintomas vasomotores e psicol 6gicos,
prevenir a osteoporose e minimizar as ateragdes sofridas pelo aparelho cardiovascular na
vigéncia de hipoestrogenismo **2,

Apesar de a TRH ja estar estabelecida pela literatura como tratamento para o
hipoestrogenismo®®, a opcdo de transplante ovariano tem sido estudada, ainda em animais de
experimentacdo, como possivel via aternativa para a resolucdo do problema. Ao longo de seu
estudo, o transplante ovariano experimental tem sido submetido a vérias situagoes. Ele ja foi
realizado de forma autdloga e heteréloga, com e sem a preservacdo de pediculo vascular e
implantado em diversas regides do corpo 31412,

Os trabahos até agora presentes na literatura indicam claramente que os ovérios
transplantados de maneira autéloga em animais experimentais mostram sinais morfol égicos
de funcionalidade. Tendo sido descritos principamente a presenca de foliculos ovarianos,
corpos |Uteos e de neoformagdo vascular, encontrados em diferentes periodos de tempo pés-
operatério. Os trabahos que realizaram o transplante de maneira heter6loga indicaram sinais
claros de rejeicdo do tecido ovariano implantado. 31617,
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A maioria dos trabalhos verificados na literatura pertinente ndo deixa claro quais os critérios
morfol6gicos e morfométricos utilizados para obtencdo dos dados. Torna-se cruciad a
indicagdo destes critérios para uma melhor compreensdo dos aspectos morfol4gicos
indicativos do restabelecimento da funcionalidade ovariana, que permitam os diversos
pesguisadores desta area obter de forma concreta dados histolégicos atualizados sobre este
tema

Desta forma o objetivo principal deste trabalho foi analisar e estabelecer os padrOes
histologicos indicativos da presenca de sinais de restabelecimento da funcdo ovariana, em
hemi-ovarios autotransplantados retroperitonialmente em ratas Wistar.

M étodos

Foram utilizados 48 Rattus novergicus (Rodentia mammalia), da linhagem Wistar, fémeas
com idade de 60 dias, procedentes do Biotério Centra da Universidade Federal de Santa
Catarina (U.F.S.C.).

Os animais, submetidos a ooforectomia bilateral, seguida de autotransplante de hemi-ovéario
direito para retroperiténio, foram distribuidos, aleatoriamente, em seis subgrupos compostos
por 8 animais, de acordo com os diferentes tempos pos-operatérios nos quais foram
submetidos a sacrificio.

Subgrupo G1 (n = 8) —realizado o sacrificio no periodo pds-operatorio de 24 horas.
Subgrupo G2 (n = 8) —realizado o sacrificio no periodo pds-operatorio de 72 horas.
Subgrupo G3 (n = 8) —realizado o sacrificio no periodo pds-operatério de 5 dias.
Subgrupo G4 (n = 8) —realizado o sacrificio no periodo pds-operatorio de 7 dias.
Subgrupo G5 (n = 8) —realizado o sacrificio no periodo pds-operatorio de 14 dias.
Subgrupo G6 (n = 8) — realizado o sacrificio no periodo pds-operatdrio de 28 dias.

Os ratos foram submetidos a anestesia geral com éter etilico via inalatéria, seguida da
administracdo solucdo de Cetamina® e Xilasina?, nas respectivas doses de 35mg/Kg e
5mg/Kg, por via intramuscular, na face interna da pata traseira esquerda, para manutencéo
anestésica. O animal foi considerado anestesiado, quando houve perda do reflexo cérneo-
palpebral sem exibir qualquer reacdo motora a preensdo do coxim adiposo de uma de suas
patas dianteiras. Os animais foram submetidos a ooforectomia bilateral, seguida de implante
de metade do ovario direito em retroperitdnio, sobre a fascia do muisculo psoas maior direito,
imediatamente abaixo a veia ileo-lombar, realizada através de laparotomia mediana.

No periodo pbs-operatério, foi realizada a observacdo diaria da ferida operatéria com relacéo
aos sinais de hemorragia, deiscéncia e infeccdo, além de edema em membros posteriores.
Atingido o tempo poOs-operatério previsto para realizacdo do sacrificio, os animais foram
submetidos novamente ao procedimento anestésico descrito anteriormente, sendo ent&o
realizada a retirada em bloco da peca operatoria, composta por hemi-ovario e musculo psoas
maior direitos, através de ampla incisdo abdominal em U invertido. Apds a retirada da peca
operatdria, 0s animais, ainda anestesiados, eram submetidos a sacrificio por exanguinagéo.

Estudo histolégico

Cada peca operatéria ressecada foi fixada em solucéo aquosa de formol tamponado ( PBS
0,4M pH7,4) a 10% por um periodo de no minimo 24 horas em temperatura de 4 graus
centigrados mantida com a utilizacdo de um refrigerador.

Estas pecas foram submetidas a inclusdo em parafina, seguindo a técnica histol égica de rotina,
obtidos 5 cortes semi-seriados de 10 ?m de espessura de cada uma das pegas, no sentido
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transversal do ovario implantado. Os cortes obtidos foram submetidos a coloracdo pela
Hematoxilina-Eosina.

Todos os cortes foram analisados por 2 observadores independentes, sem gue 0S mesmos
soubessem a qual grupo experimental pertencia o corte analisado.

A andlise das laminas coradas foi readlizada em microscépio O6ptico convencional,
empregando-se oculares dotadas de régua ocular previamente calibrada com |amina-objeto
para cada uma das objetivas de 4 aumentos, 10 aumentos, e 40 aumentos, presentes no
microscopio. Desta andlise foram obtidos os dados morfométricos em de uma mesma érea (
calculada em micrometros quadrados) conhecida para cada um dos grupos experimentais.

Os parametros histol 6gicos empregados na andlise de todas as laminas foram:

1- Presenca ou auséncia de tecido de granulagdo, tanto no ov&rio como no tecido
conjuntivo do masculo psoas maior, em uma area de 100 um, com a objetiva de 4x.

2- Presenca ou auséncia de foliculos ovarianos primarios em desenvolvimento com
mais de duas camadas de células granulosas, no parénguima do ovério implantado, em uma
areade 100 um , com a objetiva de 10x.

3- Presenca ou auséncia de vasos sanguineos neoformados situados entre o
parénquima ovariano e o musculo psoas maior, em uma area de 100 um com a objetiva de
40x.

4- Presenca ou auséncia de foliculos ovarianos primordiais no parénquima ovariano,
em uma érea de 100 um com a objetiva de 40x.

5- Presenca ou auséncia de foliculos ovarianos secundérios (com antro Unico e sendo
visivel o ovdcito e a camada de células granulares do foliculo), em uma érea de 100um com a
objetiva de 10x.

6- Presenca ou auséncia de corpo |iteo no parénguima ovariano, em uma area de 100
um com a objetiva de 10x.

Apobs a obtencdo dos dados histol 6gicos em cada um dos grupos de animais analisados, 0s
resultados foram compilados em tabelas comparativas que expressam o percentual de cada um
dos parametros analisados.

Resultados

As tabelas abaixo representam os dados numeéricos (médias de 5 contagens para cada uma das
l&minas coradas pelo H.E) obtidos da andlise histoldgica realizada em 8 ratas de cada um dos
diversos grupos experimentais sacrificadas em tempos distintos apds a implantacdo autdloga
de hemi-ovario no retroperiténio (Figuras 1 e 2).

TABELA 1 — Numero e percentagem de Foliculos primordiais, encontrados nos diversos
grupos, apos o transplante autdlogo no retroperitonio de ratos.

Gl G2 G3 G4 G5 G6
% n % n % n % n % n %

=]

Presenca | O 04 50 0O 04 50 5 75 3 375

Auséncia|8 100 4 50 8 100 4 50 2 255 625

TOTAL |8 100 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100
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TABELA 2 — Numero e percentagem de Foliculos primarios em desenvolvimento,
encontrados nos diversos grupos, apdés o transplante autélogo no
retroperitdnio de ratos.

Gl G2 G3 G4 G5 G6

n % n % n % n % n % n %
Presenca 4 50 7 85 3 3755 6255 625 8 100

Auséncia 4 501 125 5 625 3 3753 3750 0

TOTAL 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100

TABELA 3 —-Numero e percentagem de Foliculos secundérios com um Unico antro folicular,
encontrados nos diversos grupos, apos o transplante autélogo no retroperitdnio
deratos.

Gl G2 G3 G4 G5 G6

n % n % n % n % n % n %
Presenca O 00 00 03 375 6 75 7 875

Auséncia 8 100 8 100 8 100 5 625 2 25 1 125

TOTAL 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100

TABELA 4 - Numero e percentagem de corpo |Uteo, encontrados nos diversos grupo , apos o
transplante aut6logo no retroperitdnio de ratos.

Gl G2 G3 G4 G5 G6

n % n % n % n % n % n %
Presenca 1 125 5 625 1 1255 625 8 100 8 100

Auséncia 7 8753 375 7 853 3750 00 0

ITOTAL 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100

TABELA 5 - Comparagdo entre o nimero médio de foliculos secundérios e primarios em
desenvolvimento encontrados nos cortes histologicos obtidos de ovarios
autotransplantados no retroperitonio de ratos.

Gl G2 G3 G4 G5 G6

Primar. em 7,75 35 25 39 2.8 2
desenvolvimento

Secund. 0 0 0 1,33 2 1,75
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TABELA 6 — Numero médio de vasos neoformados, em uma area de tecido de 100 um junto
a0 ovério autotransplanta no retroperiténio de ratos por grupo experimental
analisado.

Gl G2 G3 G4 G5 G6
Ndmero 3,66 54 2,6 8,5 >10 8,5

FIGURA 1 — Fotomicrografia de um corte histologico de ovario (Coloracdo HE) Implantado
no musculo psoas maior (MPM), indicando a posicdo do fio de sutura (F) em
uma seccdo Transversal realizada na peca histologica. Nota-se a presenca de
corpo liteo (CL) e foliculos em desenvolvimento(FOL) na pega implantada.
Animal do Grupo A2 (Objetiva 4 aumentos)
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FIGURA 2 — Fotomicrografia de um corte histolégico de ovario implantado em animal do
Grupo A4, indicando a presenca de foliculos (FOL) ovarianos em pleno
desenvolvimento com ovécito viavel e presenca de corpo liteo (CL). (Objetiva
de 10 aumentos, coloracéo HE)

Discussao

Nos estudos realizados sobre autotransplante ovariano, o rato € o anima mais utilizado para
comparacdo de resultados morfolégicos e por este fato, foi 0 animal escolhido para a
realizacaéo do presente trabalho. Apresenta ciclo ovariano reduzido, completando-se em torno
de 4 ou 5 dias, ideal para estudar a recuperagdo da fungdo ovariana, em um periodo curto de
avaliacso pés-operatoria *®. Além disso, 0 mesmo apresenta-se também como animal de fécil
manuseio e obtencao.

Optou-se pela técnica de autotransplante ovariano sem utilizacéo de Pedl’culo vascular, técnica
realizada com sucesso, conforme demonstrado pela literatura 134151617.20,

Utilizou-se 1/2 de um ovario para o autotransplante, baseando-nos no trabalho de Corleta HE,
Corleta O, Capp E, Edelweiss MI.®®, que comparou os resultados obtidos entre o
autotransplante de ovérios inteiros e fragmentados, e concluiu que a utilizagdo de fragmentos
ovarianos garante maior taxa de viabilidade ovariana, fato também observado neste estudo.

Os foliculos ovarianos (aqui considerados, em conjunto, os foliculos primarios, em
desenvolvimento e maduros) foram visualizados a partir de 24 horas de pds-operatorio, em 50
% dos ovérios autotransplantados. Isto indicou que a nutricdo do tecido ovariano,
provavelmente por embebicdo, foi eficaz, impedindo que houvesse degeneracdo de suas
células funcionais nas primeiras 24 horas ap0s o transplante.

Com 72 horas de pos-operatorio, 0 nimero de ovarios nos quais foram visualizados foliculos
subiu para 87,5 %, confirmando a manutencédo eficaz da nutricdo ovariana, sugerida com 24
horas.

Entretanto, no 5° dia de pos-operatdrio os foliculos s6 foram visualizados em 37,5 % dos
ovérios autotransplantados, refletindo diminuicéo da funcdo ovariana. Este dado sugere que
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houve algum grau de sofrimento do tecido neste periodo, provavelmente decorrente do
processo inflamatorio intenso demonstrado em todas as pegas com 72 horas de evolucéo.

No 7° dia pés-operatério houve recuperacdo da producdo folicular. Esta foi demonstrada pela
visualizacdo de foliculos em 87,5 % dos ovérios autotransplantados.

Esta recuperacdo manteve-se no 14° dia de pés-operatério, sugerindo manutencdo de uma
producdo folicular constante, provavelmente por estabilizagcdo da nutricéo ovariana, garantida
pela neovascul arizacdo estabelecida enxerto e hospedeiro. Com 14 dias de pos-operatério 0s
foliculos foram visualizados em 75 % dos ovarios.

Com 28 dias de pos-operatorio os foliculos foram visualisados em todos os ovarios, levando a
concluir que neste periodo pos-operatério o ovario se mantinha viavel, sendo provavelmente
nutrido pela neovascularizagcdo que se desenvolveu entre o sitio de enxertia e a génada
autotransplantada.

O corpo IUteo é uma estrutura composta por células teco-luteinicas e granuloso-luteinicas
provenientes do foliculo ovariano roto, que sofre transformacdo apds o fendmeno da
ovulagdo. Constitui, portanto, sinal direto da ocorréncia de ovulacéo 2.

No presente trabalho, corpos IUteos puderam ser observados com 24 horas de pos-operatério
em 12,5 % dos ovarios. Isto indica que houve ovulagéo prévia a exérese e autotransplante do
mesmo, assim como manutencdo da nutricdo ovariana, demonstrada pela preservacdo dos
corpos |iteos no primeiro dia pds-operatorio.

Com 72 horas de evolugdo, foram visualizados corpos luteos em 62,5 % dos ovarios
transplantados. Levando a crer que ocorreu desenvolvimento dos foliculos ovarianos
presentes com 24 horas de evolugdo, culminando em ovulagdo dos mesmos, com conseqliente
formacdo dos corpos | (teos neste periodo pos-operatério.

Aos 5 dias de evolucdo, os corpos luteos foram visualizados em menor porcentagem, apenas
em 12,5 % dos ovarios autotransplantados. Este dado reforca a hipotese de haver sofrimento
vascular entre 72 horas e 5 dias de pds-operatorio, ja sugerido anteriormente pelos dados
discutidos a respeito do comportamento pos-operatério dos foliculos ovarianos.

A partir do 7° dia pds-operatorio, os corpos |Uteos foram visualizados em 62,5 % dos ovarios
autotransplantados. No 14° e no 28° dia, foram visualizados em todos eles. Este dado vem
reforcar a suposicdo de que a partir do 7° dia de evolugdo ha estabilizagdo da nutricdo
ovariana, com manutencao de sua funcéo.

A inflamacdo € uma reacdo organica a lesdo tecidual. Tem como objetivo final o reparo do
dano ocorrido. Suas reacles levam a formagdo de um tecido conectivo, rico em neovasos,
chamado tecido de granulacéo. Este tem como funcéo revitalizar, se possivel o tecido lesado,
e recuperar aintegridade do mesmo, a partir da deposicao de colageno L.

Nos ovarios, autotransplantados, o tecido de granulacdo foi visualizado com 24 horas de pos-
operatorio apenas no tecido ovariano, em 75 % dos ovarios.

A partir de 72 horas, 0 tecido de granulacdo ja pdde ser visualizado no tecido ovariano
autotransplantado e no tecido muscular (sitio receptor do enxerto) em todas as pegas,
demonstrando reacdo inflamatéria importante envolvendo os dois tecidos.

A partir do 5° dia, a reagdo inflamatéria continuava sendo visualizada nos dois tecidos
(ovariano e muscular), porém ndo em todas as pegas (em 87,5 % dos ovérios e em 75 % dos
muscul 0s).

No 7° dia, ela manteve-se estéavel no tecido ovariano (87,5 %), e continuou visivel no tecido
muscular, porém em um menor nimero de pecas (50 %).

No 14° dia, o tecido de granulagdo continuava visivel em ovérios e tecido muscular, com
pequena diminuic¢éo da porcentagem de ovarios nos quais se fazia presente (75 %)., revelando
reagudizacdo da reacdo inflamatdria, na gbnada autotransplantada. No tecido muscular, houve
diminuicdo do numero de pegas nas quais foi visualizada a reagdo inflamatoria (25 %). Isto
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demonstrou a diminuicdo da reacdo inflamatdria ao nivel de tecidos autotransplantado e
receptor.

A presenca de vasos neoformados foi visualizada em todos os periodos pés-operatorios
estudados, demonstrando a precocidade de inicio da revascularizagdo, compativel com as
reacOes inflamatorias demonstradas pelo estudo do tecido de granulagdo no presente trabal ho.
A neoangiogénese apresentou-se com 24 horas de evolugdo em 75 % dos ovarios
autotransplantados, com nimero médio de 3,66 vasos em cada gbnada.

Com 72 horas de pOs-operatério, a neovascularizacdo se fazia presente ja em 87,5 % dos
ovarios, com niimero meédio de 5,4 vasos. Demonstrando progressdo da neovascularizagéo.

No 5° dia, houve uma pequena queda da porcentagem de ovérios com neovascul arizagéo (75
%), assim como no nimero médio de vasos (2,6). Fato que provavelmente explica a queda na
porcentagem de foliculos ovarianos e corpos | Uteos neste periodo pds-operatorio.

No 7° dia de pés-operatério, a porcentagem de ovarios com neovascularizagdo era de 87,5 %.
No 14° e no 28° dia era de 100 %. Com nimeros médios de vasos de 8,5 aos 7 dias e superior
a 10 aos 14 dias e novamente 8,5 aos 28 dias. Estes dados confirmam a progresséo da
neovascularizagdo e provavelmente explicam a obtencdo de viabilidade ovariana, descrito
pelo presente trabal ho.

Confrontando nossos resultados com os dados presentes na literatura, pudemos observar que a
nossa taxa de presenca de foliculos apds 28 dias (100 %) foi superior aquelas relatadas por
Harris e Eakin®® em 1949 (90,1%) apds 30 dias de pés-operatério, por R, Leibach J, Black J,
Keldahl C, Karow A.'*, em 1982 (75 %) ap6s 45 dias de pds-operatério e por Corleta e col'®.
em 1998 (88,8 %) apds 21 dias de pos-operatorio.

Harris e Eakin'® demonstraram também taxa de presenca de corpos (teos de 90,1 % apés 30
dias de pbs-operatorio. Nossa taxa, com 28 dias, revelou-se superior, com presenca de corpos
|(teos em todas as pegas. Quattropani ‘‘demonstrou taxa de aparecimento de corpos |(teos
apos 14 dias de poés-operatdrio de 30 %, valor muito inferior aquele encontrado por nés neste
mesmo periodo pds-operatorio (100 %).

A presenca de neovascularizacdo foi demonstrada por nosso estudo ja com 24 horas de pés-
operatdrio. Este dado é condizente com os dados descritos por Harris e Eakin'®, em 1949, e
por Corletal®, em 1998, que relataram presenca de conexdo vascular entre auto-enxerto e
hospedeiro com 72 horas de pos-operatorio. Dissen GA, Lara HE, Fahrenbach WH, Costa
ME, Ojeda SR.1°, em 1994, relatou a presenca de vasos neoformados com 48 horas de pés-
operatério.

Por meio dos dados obtidos em nosso trabalho é possivel concluir que houve preservacdo da
viabilidade ovariana, pela presenca de foliculos ovarianos, neovascularizacdo e corpos | iteos.
Isto esta de acordo com a descricdo da maioria dos autores que utilizaram técnica de
transplante ovariano semelhante a nossa 141617,

Conclusao

Os ovarios implantados apresentam caracteristicas morfologicas de ovérios viavels, com a
presenca de foliculos ovarianos, corpos |Uteos e neoformacdo vascular. Isto indica que a
implantacéo permitiu a manutencéo dos mesmos retroperitoneal mente.
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